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การด้ือยาของเช้ือแบคทีเรียเป็นปัญหาท่ีส าคญัของโลกรวมถึงผูป่้วยหนักท่ีโรงพยาบาล
มหาราชนครราชสีมา ประเทศไทย ปัญหาดงักล่าวท าให้อตัราการเสียชีวิตและค่าใช้จ่ายในการ
รักษาพยาบาลเพิ่มข้ึน อีกทั้งตอ้งใช้ยาตา้นแบคทีเรียขนานใหม่ท่ีมีราคาแพงและรุ่นท่ีสูงข้ึนตามมา  
ดงันั้นวตัถุประสงคห์ลกัของการศึกษาวิจยัในปัจจุบนัจึงให้ความส าคญัไปท่ีสารตา้นจุลชีพท่ีไดจ้าก
ธรรมชาติท่ีมีฤทธ์ิในการตา้นแบคทีเรียด้ือยาหรือสารท่ีสามารถเพิ่มการออกฤทธ์ิของยาปฏิชีวนะ
ดั้ งเดิมให้มีประสิทธิภาพสามารถใช้ต้านเช้ือแบคทีเรียด้ือยาได้ ดังนั้ น การศึกษาคร้ังน้ีได้มี
วตัถุประสงค์เพื่อทดสอบฤทธ์ิในการตา้นเช้ือแบคทีเรียด้ือยาของโปรตีนสกดัจากพลาสมาจระเข ้   
น ้ าจืดไทยเม่ือใช้เด่ียว ๆ และใช้ร่วมกบัยาปฏิชีวนะกลุ่มบีตาแลคแทม พลาสมาของจระเขถู้กแยก
เพื่อท่ีจะได ้5 แฟรคชนั (พี 1 พี 2 พี 3 พี 4 และพี 5) โดยใชค้อลมัน์โครมาโทกราฟฟี ค่ายบัย ั้งต ่าสุด
ของ พี 1 และ พี 5 มีค่า 1024  ส าหรับ พี 2 พี 3 และพี 4  มีค่า >1024 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในการ
ตา้นเช้ือแบคทีเรีย เอนเทอโรแบคเตอร์ โคลเอเซ ท่ีด้ือต่อยาเซฟตาซิดีม ดีเอ็มเอสที 21394 (ซีอาร์อี-
เอนซี 21394)  ขณะท่ีค่ายบัย ั้งต ่าสุดของทั้งห้าแฟรคชนัในการตา้นเช้ือสแตปฟิโลคอคคสั ออเรียสท่ี
ด้ือต่อยาเมทิซิลิน ดีเอมเอสที 20651 (เอมอาร์เอสเอ 20651 ) คือ 1024 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ค่ายบัย ั้ง
ต ่าสุดของยาเซฟตาซิดีมหรือยาออกซาซิลลินตา้นเช้ือซีอาร์อีเอนซี 21394 และเอมอาร์เอสเอ 20651 
พบว่ามีการด้ือยาในระดับท่ีสูง (ค่ายบัย ั้งต ่าสุดทั้ งสอง >1024 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ผลจาก
การศึกษาดว้ยวิธีเชคเกอร์บอร์ดแสดงให้เห็นการเสริมฤทธ์ิท่ีดชันี เอฟไอซี 0.062 ส าหรับสารผสม  
พี 1 หรือ พี 5 ผสมกบัยาเซฟตาซิดีมตา้นเช้ือซีอาร์อีเอนซี 21394 และท่ี 0.375 ส าหรับสารผสมพี 1 
หรือ พี 5 กบัยาออกซาซิลลินในการตา้นเช้ือเอมอาร์เอสเอ 20651 กราฟการตายของเช้ือไดย้ืนยนัให้
เห็นวา่เช้ือซีอาร์อีเอนซี 21394 และเช้ือเอมอาร์เอสเอ 20651 ท่ีมีชีวิตลดลงอยา่งชดัเจนมากภายใน     
6 ชัว่โมงและตลอดถึงชัว่โมงท่ี 24 หลงัจากไดรั้บสารผสมทั้งพี 1 และพี 5 ผสมกบัทั้งยาเซฟตาซิ-
ดีมหรือยาคลอกซาซิลลิน ตามล าดบั จากการศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอนแบบส่องผ่าน
พบวา่เช้ือซีอาร์อีเอนซีท่ีไดรั้บสารผสมระหวา่งยาเซฟตาซิดีมกบัพี 1 หรือพี 5 มีขนาดของเซลล์     
เล็กลงอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติเม่ือเทียบกบัเซลล์ควบคุม (พีนอ้ยกวา่ 0.01)  อีกทั้งเซลล์ส่วนใหญ่มี
รูปร่างบิดเบ้ียวและเยื่อหุ้มเซลล์ไดรั้บความเสียหาย นอกจากนั้นสารผสมระหวา่ง พี 1 หรือ พี 5 กบั
ยาเซฟตาซิดีม มีผลใหก้ารซึมผา่นของเยือ่หุม้เซลลช์ั้นนอกและชั้นในเพิ่มข้ึนอยา่งชดัเจน (พีนอ้ยกวา่ 
II 
0.01) ผลจากการศึกษาแถบโปรตีนของโปรตีนท่ีเก่ียวข้องกับเยื่อหุ้มชั้ นนอกเพปทิโดไกลแคน      
(โอเอมพีจี) ดว้ยเอสดีเอส-เพจแสดงให้เห็นว่าท่ีน ้ าหนกัโมเลกุล 35 และ 45 กิโลดาลตนัของแถบ
โปรตีนสารผสมระหวา่งยาเซฟตาซิดีมผสมกบัทั้งพี 1 หรือ พี 5 จางกวา่แถบโปรตีนควบคุมเล็กนอ้ย 
การท างานของเอน็ไซมบี์ตา แลคแทมเมส ชนิดท่ี 4 ถูกยบัย ั้งโดยสารผสมระหวา่งยาเซฟตาซิดีมผสม
กบัทั้งพี 1 หรือพี 5 เม่ือเทียบกบักลุ่มอ่ืน ๆ (พีนอ้ยกวา่ 0.01) ผลการศึกษาดงักล่าวสามารถสรุปไดว้า่
สารผสมทั้ง พี 1 หรือพี 5 ผสมกบัยาเซฟตาซิดีมมีการเสริมฤทธ์ิเสริมกนัอยา่งมากในการตา้นเช้ือ     
ซีอาร์อีเอนซี และสามารถเปล่ียนเช้ือท่ีด้ือยาใหก้ลายเป็นเช้ือท่ีไวต่อยาปฏิชีวนะท่ีเคยใชใ้นการรักษา  
ส าหรับกลไกการออกฤทธ์ิตา้นแบคทีเรียเบ้ืองตน้นั้นอาจจะเก่ียวขอ้งกบัการยบัย ั้งการสังเคราะห์
เปปทิโดไกลแคน การซึมผ่านของเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอกและชั้นในของเช้ือชนิดน้ีเพิ่มข้ึน และยบัย ั้ง
การท างานของเอนไซมบี์ตาแลคแทมเมส นอกจากนั้นอาจรบกวนการสังเคราะห์โปรตีนท่ีเก่ียวขอ้ง
กบัเพปทิโดไกลแคนและเยื่อหุ้มชั้นนอก ดงันั้นสารผสมดงักล่าวควรไดรั้บการพฒันาไปเป็นเภสัช-
ภณัฑ์ขนานใหม่ในการตา้นเช้ืออี โคลเอเซ ซ่ึงในปัจจุบนัด้ือต่อยาปฏิชีวนะท่ีใชใ้นทางปฏิบติัเกือบ
ทั้งหมด อยา่งไรก็ตามการทดสอบความประสิทธิภาพและความเป็นพิษในสัตวท์ดลองหรือในมนุษย์
ยงัคงมีความจ าเป็น 
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The resistance of bacteria is a major problem in the world, including intensive 
care patients at MaharatNakhonRatchasima Hospital, Thailand. This problem leads to 
increasing the morbidity, mortality and cost of medical care. The more expensive, 
newer and higher generation antibacterial agents have subsequently been rising. So, 
the current research is emphasized on naturally-derived antimicrobials against drug 
resistant bacteria or enhancing the effectiveness of existing antibiotics. Thus, this study 
aimed to investigate the activity of the separated fractions from Siamese crocodile 
(Crocodylus siamensis) plasma against drug resistant bacteria, when use alone and in 
combination with β-lactam antibiotics. The crocodile plasma was separated to give 
five fractions (P1, P2, P3, P4, and P5) using column chromatography. The MICs of P1 
and P5 were 1024, and >1024 mg/mL for P2, P3, and P5 against clinical isolates of 
Ceftazidime-resistant Enterobacter cloacae DMST 21394 (CREnC 21394), whereas 
displayed at 1024 mg/mL for all fractions against Methicillin-resistant Staphylococcus 
aureus DMST 20651 (MRSA 20651). These strains, both CREnC 21394 and MRSA 
20651, showed high resistance to both ceftazidime and cloxacillin with equal MICs at 
>1024 µg/mL. Checkerboard results revealed synergistic effects at FIC index 0.062 for 
either P1 or P5 plus ceftazidime against CREnC 21394 and at 0.375 for P1 or P5 plus 
 
IV 
oxacillin against MRSA 20651. The killing curves exhibited marked decrease of 
CREnC 21394 and MRSA 20651 viability within 6 h and throughout 24 h after 
exposure to both P1 and P5 in combination with either ceftazidime or cloxacillin, 
respectively. The TEM study exhibited that the combination of ceftazidime plus either 
P1 or P5 on CREnC revealed a significantly smaller in cell size than the control cells 
(p<0.01), cell shape and cell envelope damage in most of these cells. In addition, 
either P1 or P5 in combination with ceftazidime showed steady increase the OM and 
CM permeability (p<0.01). The outer membrane and peptidoglycan (OMPG) 
associated protein band from SDS-PAGE of this strain revealed that the bands at 35 
and 45 kDa of ceftazidime plus either P1 or P5 were slightly paler than control. 
Enzyme assay indicated that β-lactamase type IV activity were inhibited by P1 or P5 
either alone or in combination with ceftazidime compared to controls (p<0.01). These 
results can be concluded that the combination of either P1 or P5 plus ceftazidime 
showed strong synergistic activity against CREnC 21394 and capable to reverse 
resistance to be susceptible to its primary antibiotic. The three elementary mechanisms 
of action may be involved; inhibition of peptidoglycan synthesis, increase OM and 
CM permeability, and β-lactamase inhibition. Moreover, the OMPG associated protein 
synthesis may be interfered. So, these combinations may be developed as a novel 
pharmaceutical agent against E. cloacae, which currently almost resistant to practically 
antibiotics. However, the confirmation of its efficacy and toxicity test in vivo and 
humans is required.  
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